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序 論 これまでに何を知 り得たか




体の各組織に対する肝臓からの供給が低下するとともに,体 組織 自体の形成も不備とな り,成
長な らびに体各組織の機能も低下し,ひ いては生命の維持 も困難となる。肝臓実質細胞は体組
織細胞の中で最も生命維持に関連する成分を多量に含有する。すなわち,約300種 類以上の酵
素を有するとともにこれ らの生産に関与するDNAさ らにRNAを はじめとして,グ リコー
ゲン,タ ン白質,脂 質,ビ タ ミンその他の生理活性因子を多量に含み,常 にこれらは可動な状
態 となって存在 し,間 断なく生命活動の維持に作動または動員されている。このように,常 に
動的状態にあ り絶えることのない代謝回転を一定のレベルで連続して作動 させることにより,
生命体 としての恒常性(Homcostasis)が 成立し維持 されるわけである。肝臓全体から発せ ら
れ るエネルギーはi日 だけでも莫大な量 となり,そ れは同時に肝臓か ら放出される体成分的物





これらの事実から考察すると,肝 臓は生体組織の中で,生 命活動全体を支配する最 も主要な
センターとしての役割を果たしていると云える。現在,生 命活動の停止を 「心臓活動の停止」




立 っていることが測定 される。すなわち,グ リコーゲン,タ ン白質,脂 質,ビ タミンなどの物
質成分は云 うまでもな く,情 報ならびに活性因子の受容体(リ セプター),ミ トコンドリア,
ライソゾーム,リ ボゾーム,小 胞体などの細胞内小器官類が緻密に整然と配置され,こ れら全
体の実質量は1個 の植物に例えれば,繊 維芽細胞(Fibrobbst)を1枚 の葉とすると,そ れに
対する肝細胞は大きな果実にも匹敵する。
しか し,肝 臓に関す るこれら個 々の特徴を述べるよりも,こ の臓器の有する高度な活動機能
を総合的に具現化 させ る現象はその旺盛な再生能力であろう。従来から知 られているように,




とつ くものである。 こ・の原動力は肝部分摘除後に,血 清中に出現する肝実質細胞増殖因子の作




をはじめて明確な論櫨で示したの43N..L,R.Bucher9で ある。 彼女は1頭 のうットに肝部
分摘除手術を行ない,こ れ と他の1頭 の正常 ラットとの間で,頸 動脈と頸静脈とを小カヌーレ
.で 交互に 連結し双方の 血液が 互いに 交叉して 循環するいわ ゆるcarotid-to-jugularcross
circulationsystemを 形成させた。すると間 もな く,一 方の正常 ラットの肝細胞にDNA量
の高ま りと有糸分裂の増加とが経時的に進む ことを認めた。これはまさしく肝再生は体液性因
子に由来す ることを意味するもの と云えよう。すなわち,片 方の肝部分摘除ラットの血清中に
肝細胞増殖因子が出現して肝の再生修復に作用するとともに,体 液の交流を通じて他方の正常
ラットの血液中にも移行し,正 常肝の細胞に作用したものとされてきた。マ ックス ・プ ランク
研究所のA.Butenandt2)ら も同様に肝部分摘除により肝再生中のラッr血 清の1～21魏 を
正常ラットの腹腔内に注射するとそのラットの肝臓細胞に多数の有糸分裂が出現することを報
告 している。これもBucher説 と同様に肝再生中に血清中に 出現した増殖因子が 他方の正常




子レベルで検索する方法が進むにつれ,肝 細胞機能 と生命活動 との関連が数多 くの研究課題と
して取扱われるようたなった。しかし,肝 臓機能の解析に当た り最大め焦点が,他 の体組織細
胞と比較して抜群の,恐 らくは最大の再生能力を有する肝細胞の分裂増殖能と,そ れに関与す
る増殖因子の本体と作用機構ならびにその生成出現の機作に当てられ るのは当然であろ う。そ
のため今日まで多 くの研究者がこ乳 らの点について研究を進めてきたが,そ れらの人々の思考
の原点はおよそBucher説 にもとつ く所が多かった3川5)6)7〕。 確かに彼女の立証した血管パラ
ビオーゼラットにおける体液交流(crosscirculadon翼 こ関する実験結果は,旺 盛な肝再生能の
根本的要因を体液性の増殖因子 と云 う生体内で生成 されたとは云え明らかに物質的要因として
示した ことであ り,そ れは当時の研究者にとってもまさに衝撃的な事実であったに相違ない。
したが って,以 後多 くの研究者は この特筆すべき肝臓再生機能に由来する要因を,根 本的にさ
かのぼ って解析するよりもむしろBucherに よって示 された結果による現象のみを直接土台と
して把握 し,そ の上に多 くの思考(speculation)と 仮説(Assumption)を 累積させて今日に至






の観察において,OATを ラットに連続投与しても肝臓癌の発生までに約150日 以上 もかか り,




その間何 らかの修復作用が働 き,傷 害の進行を抑制 または制御することを意味する。筆者はそ
の後さらに,1952年 からig60年 に至る期間,東 京大学農学部農芸化学科栄養化学研究室に勤務
したが,そ の間に肝部分摘除 ラットにおける肝再生の速度が,投 与する食餌中タン白質の栄養 .
価の相違によりかなり異ることを知った。再生肝ラットに必須ア ミノ酸を完備して含有する牛
乳カゼイン,卵 タン白質を与えると,肝 修復(再 生)は6～8日 間で完了する。しかし必須ア
ミノ酸の一部が不足または欠落している トウモロコシタン白質ツエイソとかゼラチンなどを与
えると肝の再生速度は著 るしく遅 くなるか,ま たはほとんど再生は進行しないままで死亡する
例す ら出る。 このように投与す るタン白質の栄養価により肝再生の進行速度が異なることから,
この方法に よりタン白質の栄養価を測定することが実際に行われていた。事実,良 質タソ白質
である牛乳カゼインを肝部分摘除ラットに与えると,肝 残余部の肝細胞の分裂増殖は速やかに
進行 し,肝 再生 と機能の回復は7日 程度で完了する。当時これ らの現象については,肝 機能の
特徴の一部である速やかな代謝回転と,こ れ と対応する必須ア ミノ酸完備の牛乳カゼインとの









まで知られていなかった第3要 因の存在 とその作用,さ らにこれらを誘導する生体機作の存在
を予察し,い くつかの実験を行なってきた。近時,生 命科学研究の進展に伴ない,動 物の生命




ず,癌,老 化,遺 伝子病などの これまで不治 または制御不可能とされてきた生体内変化の治療,
予防に用いられるよう'になった。筆者 もこれ らと並行して肝再生の問題を,肝 実質細胞を直接
肝臓から分離採取して,人 工培地中で培養す る初代培養法によって検索を行なった。その結果,
1981年 から1983年 にかけて肝部分摘除 ラットの血清中に,摘 除手術後3時 間で肝細胞増殖因子
が出現し,こ の因子は比較的熱に安定で,生 体内のみでな く培地中で も肝細胞を増殖 させるこ
とを明らかにした19)11。しかもこの因子は,ラ ットのみでな く正常マウスの腹腔内に注射され
てもマウス肝細胞に多数の有糸分裂を誘発す ることも認められた15)。その後1984年 に至 り,筆
者に とって特筆すべき事実が明らかにされた。先に東北大学医学部吉田富三教授一門から伝受
されたと同一の手法で,OAT,DAB,四 塩化炭素(CCI、)を ラットに投与し,肝 癌,肝 硬変を
人工的に誘発する実験において,こ れ ら物質を連続投与して,あ る一定期間を経過すると,そ
のラット血清中に肝細胞増殖因子が出現 し,人 工培地中にこの血清を添加 して正常 ラット肝細
胞を培養すると明らかに増殖を示す事実が確認された11)(図1)。 しかるにさらに投与期間が長
期に及ぶ と,こ の増殖因子が血清中で消失し,そ の時点から肝細胞の癌化が急速に進むように
なる。これ らの事実は,こ れら発癌性物質の投与により生じた肝損傷に対 しても,修 復すなわ
ち再生のための増殖因子が血清中に出現 し作動することを意味する。すなわち,将 来癌化に至
る肝損傷においても癌化 と修復 との2面 の相克が一時期において展開されることが立証された。
さらにこの時期(1983年 ～1984年)に かけて,筆 者は肝部分摘除ラットの血清中に出現する肝
細胞増殖因子の存在部位を各生体組織についてホモジネート法によって検索した結果,そ れ と
性質も作用機作も同一 と見なされる物質を小腸上皮粘膜部のホモジネー トから牙離した'7)。こ
の有効因子が血清中因子 と全 く同一なのか,同 一物質ならぽいかなる機作で肝損傷時に血清中
に出現するのか,そ れ らの点はまだ充分に明らかにされていないが,と にかく小腸部から門脈
血により肝臓に輸送されるものと考えられる。その理由は,肝 部分摘除手術を行なうと,ま ず



















5'一Me-DAB経 時 的 投 与 ラ ッ ト血 清 添 加 培 地 に お け る培 養
× ウ シ準 胎 児 血 清10%





数 値:各 区 と も6dishに つ い て の平 均 値 と標 準 誤 差
図13'一Mc-DAB投 与 ラ ッ ト血 清 に お け る正 常 ラ ッ ト肝 細 胞増 殖 因子 の 出 現
デ ックスに よるゲル済 過,イ オ ン交換 セフ ァロース ク ロマ トグ ラフィな どの方法に よってか な
り濃縮 され た形 で分離す ることが可能 とな り,材 材 さえあれぽ,常 に血 清中因子 と置換 えて肝
細胞の培養が 容易に行なわれ るよ うになった17:。 さ らにその後 の検索 に よ り,ラ ッ ト小腸上皮
粘膜部 の有効因子 と同様な効力を有す る因子が,ウ シ,ブ タ,ウ サギ,ヤ ギな どの小腸か らも
分離 され,こ れ らは等 し くラ ッ ト肝細胞 に作用 し動物 に よる種特 異性 のない こ とが 明らかに さ
れ た1η。そ して筆者は,ウ シ小腸か ら秀離 した肝細胞増 殖因子を用いて,ラ ッ ト肝実 質細胞 の
純粋長期 培養 を行ない,90日 の培養 を経 て増殖 した 肝細胞 を集合 ・配列 させ,ミ ク ロ肝臓 の形
成 にまで至 らしめた18)19)(Photol,Photo2)。これ は世 界で始めての成功例 とされ ている。
勿論,こ の よ うにして 培養 に よって 形成 され た ミク ロ肝臓 はGOT,GPT,γ 一GTPな どの
肝特有 の酵 素活性を有 し,ラ ッ トアルブ ミン,ビ リル ービン,プ ロ トロン ビンな どを生 成 し,
明 らかに肝機能の一部を保有 してい ることが立証 されたzoo。
『1
。再生肝 ラ ッ ト血清の脾臓な らびに胸腺 由来 リンパ細胞の増殖に及ぼす影響
これ までに述べたように,肝 再生は体液一血清内に出現する肝細胞増殖因子の作用に起因し,
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培 養 日 数:90日 ×120
肝実質細胞:SD系 ラッ ト,10週 令雄
培 地 組 成:WE基 本培地,ウ シ準胎児血清5%
インシュ リン(10-6M),ウ シ小腸上皮粘膜因子分画物5%
リンパ細胞による肝細胞増殖因子の血清内誘導




の作用が認め られるな らぽ,肝 再生は単に肝細胞増殖因子の作用のみにもとつ く一元的なもの
ではな く,そ の間何らかの別種細胞 も直接,間 接にこの機作に関与し,当 然 この肝細胞増殖因
子の肝損傷時における血清中への出現 も,い くつかの要因が重複して関与する多元的な過程に
もとつ く結果 と解 されるか らである。
●
これらの見地から,筆 者は次に記する方法で肝部分摘除ラット血清添加培地で正常 ラット脾
臓 な らびに胸腺由来の リンパ細胞の培養 を試 み,い くつかの知見を得た。
1)実 験動物 と飼育条件
実験にはすべてSprague-Dawley系(以後SD系 とす る)の 生後8週 令,体 重2009程
度 の雄 を使 用 した。 ラ ットは飼料,飲 料水 と もに 自由摂取 とした。飼料 は固型飼料(日 本配合
飼 料KK)を 給与 し,室 温を22。 ±2℃ に維持 し,ラ イ トコン トロール した環 境下で飼育 し
た。
2)再 生 肝手術法
ラッ トの70%肝 切 除は,Higgins-Andersonの 方法を用いて行 なった。 また対 照 としての偽
手術(Shamsoperation:SO)は,肝臓 を露 出 させ る段階 まで行ない,再 び肝臓 を腹腔 中に
戻 して開 口部 を縫 合した。
3)門 脈血 の採取 と血 清の分離
血清は これ までの知見か ら,門 脈血の血清に限定 して用いた。肝部分摘除手術 な らびにSO後,
4,8,12,29,48時 間を経た ラッ トにエーテル麻酔を施 し,腹 部を切開 して門脈 を露 出 させ,
これに カニューレを挿入 し採血 を行な った。採取 した血液は,37。Cで15分 間incubateし た
後,1昼 夜4。Cで 冷却 し,遠 心処理(3,000rpm,15分 間)し た上清を 肝部分摘除 ラ ッ トな
らびに ラ ッ ト門脈血の血清 とした。
4)成 熟 ラ ット脾臓な らび に胸腺 か らリンパ細胞 の分離
外科的操作法で摘 出した脾臓 ならびに胸腺 は付着 してい る脂肪 や結合組織を充分に除去 し,
少量の基 本培地を入れた シャーレの中で細切 した。細切 後,さ らに基 本培地の適量を加 え,駒
込 ピペ ッ トで強 くピペ ッテ ィングして細胞 を遊離 させ た。遊 離した細胞 を2重 に したナ イロン
ク ロースで炉 過 しなが ら遠心管に移 し,細 胞の凝集塊や結合組織 を除去 した。細胞の懸濁 して
い る滑 液は160xg,5分 間遠心処理 して細胞 を 洗浄 した。 なお 細胞懸濁液 中に混下 した赤血
球 を除去す るために,赤 血球 除去 用 トリスーNH、Ci緩 衝液 を加xて 速 やかに撹 絆 し,し ぼ らく
静置後160×9で 遠心処理 した。 さらに基本培地で3回,実 験用培地 で1回 遠心処理 して細胞
を洗浄 した 。
5)培 地 の調製




を用 いた。 この基 本培 地で分離 した肝細胞を遠心処理 によって洗浄 した。
培 養に は,肝 部分摘 除手術な らび にSO後,4,8,12,24,48時 間 を経 て採取 した門脈血
清 をそれぞれ基 本培地 に5%添 加 した ものを用い,こ れを実験 区の培地 とした。 さらに何 らの
手術 も受 けていない正 常 ラ ッ トの門脈血清 を5%基 本培地 に添加 した ものを対照区 とした。
6)リ ンパ細胞の培 養,
培 養 は,分 離 した リンパ細胞 を,各 培 地にll×10`cells/m皇 とな るよ うに懸濁 し,無 菌の
Ealcon2058Tubeに2m旦ずつ 分注 した。培養は,5%CO、 一95%airの 気相 中で湿度100
%,37。Cの 条件 下で行 な った。
7)細 胞増殖の指標
i)細 胞数 の算定:培 養 開始時を0日 目とし,0・1・3・5・7日 目の細胞数 を 測定 した。測
定法 は.Tubeを 取 り出し,160×9,5分 間遠心処理 し,上 清の1m旦 を捨 て,そ の中に0・2%
午 オジ ンY.を.CMF-PBSに 溶解 した液をIm旦 加えた。 これを ピペ ッテ ィングして均一な
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■70%肝 部分摘除8時 間後の門脈血清添加区 ■70%肝 部分摘除8時 間後の門脈血清添加区
● 偽手術8時 間後の門脈血清添加区 ● 偽手術8時 間後の門脈血清添加区 ・
▲ 正常ラット門脈血清添加区 ▲ 正常 ラット門脈血清添加区
i基本培地RPMI164Cに 各血清を5%添 加 基本培地RPMI164(に 各血清を5%添 加
数値:9試 料についての平均値 と標準誤差 数値:9試 料についての平均値 と標準誤差
図1-170%肝 部分摘除手術ならびに偽手術8図1-270%肝 部分摘除手術ならびに偽手術8
時間後のラット門脈血清添加培地にお 時間後のラット門脈血清添 加 培 地 に
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■70%肝 部分摘除12時間後の門脈血清添加区 ■70%肝 部分摘除12時 間後の門脈血清添加区
● 偽手術12時 間後の門脈血清添加区 ● 偽手術12時 間後の門脈血清添加区
▲ 正常ラット門脈血清添加区..▲ 正常ラット門脈血清添加区
基本培地RPMI1640に 各血清を5%添 加 基本培地RPMI1640に 各血清を5%添 加
数値:9試 料についての平均値 と標準誤差 数値:9試 料についての平均値
図1-370%肝 部分摘除手術ならびに偽手術12図1-470%肝部分摘除手術ならびに偽手術12
時間後のラット門脈血清添加培地にお 時間後のラット門脈血清添加培地にお
ける脾臓由来 リンパ細胞の培養 ける脾臓 由来 リンパ細胞の培養におけ
るDNA:量 の変化
その平均値を求めた。す なわ ち,細 胞 数の計測は,1区 につ きラ ッ ト3個 体,さ らに1個 体 に
つ き3Tubeの 細胞をcountingし て3個 体の平均値(Mean土SE)を 算定 した。
ii)細 胞 中のDNA量 の測定:Tube2本 分の培養細胞を集め,Schmidt-Thannhauser法
.に よって核酸面分を得 て,ジ フェニールア ミン法に よ り定章を行 なった。
111)培 地中 のglucose量 の 測定:リ ンパ細胞が 幼 若化 し 分裂増殖す る時,そ のglucose
代謝が一n進ず ることが報告 され ている。したが って,リ ンパ細胞 の培養 に際 し,培 地 中glucose
消費量を測定す るこ とは,細 胞 の幼若化を判定 し,さ らに3H-Thymidine取 込量 とも良 く相
関す る方法 とされて いる。
測定は,0一 トル イジン ・ホ ウ酸法 に基づ いたglucosc-Tcst-Wakoの キ ットを 使用 して行な
った。
実験結果な らびに考察
脾 臓 由来 リンパ細胞:5～7日 の培養におい て肝部分摘除 ラッ トの術後4時 間の門脈血清添
加 区では細胞数DNA量 とも減 少 し,一 方の グル コース量 には大 きな変化は 認め られなか っ
たが,術 後8時 間の 門脈血清添加 区において,リ ンパ細胞数の増加 とDNA量 の増加 とが認
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■70%肝 部分摘除8時 間後の門脈血清添加区 ●70%肝 部分摘除24時 間後の門脈血清添加区
● 偽手術8時 間後の門脈血清添加区 ▲ 正常 ラット門脈血清添加区
▲ 正常 ラット門脈血清添加区
基本培地RPMI1640に 各血清を5%添 加 基本培地RPMII640に 各血清を5%添 加
数値:9試 料についての平均値 と標準誤差 数値:9試 料についての平均値 と標準誤差
図1-570%肝 部分摘除手術ならびに偽手術8図1-670%肝 部分摘除手術29時 間後のラット
'時間後
のラット門脈血清添 加 培 地 に 門脈血清添加培地における胸腺由来 リ
おける胸腺由来 リ ンパ 細 胞 に よ る ンパ細胞の培養
glucoseの 消費
め られ,培 地 中glucose量 の減 少 も測定 された(図1-1,図1-2)。術後12,29,48時 間 の門
脈血 清添加区 において,全 区に細胞数の増加.とDNA量 の増加な らびに培地中glucose量 の
減 少 とが認め られ これ らは 各区 ともすべ て 同様な傾 向を示 した(図1-3,図1-4)。 これ に反
し,偽 手術後 の血清,正 常 ラ ッ トの血清 を添 加 した区では,い ずれ も細胞 数,DNA量 は 日時 、
の経過 と ともに減少 し,グ ル コース量の 変化 も少なか った 。
胸腺 由来 リンパ細胞:脾 臓由来 リンパ細胞 と同様に,術 後9時 間 の門脈血 清添加区では5～
7日 間の培養 において,細 胞数,DNA量 は 日時の経過 と ともに減少 し,培 地中glucose量
には大 きな変化 は認め られなか ったが,術 後8,12,24時 間の血 清添加区では細胞数,DNA
量の 明らか な維 持 と培地中glucose量 の減 少 とが認 め られた(図1-5,図1・ 一6,図1-7)。
これ らの結果 は,肝 部 分摘除 ラ ッ トの 門脈血 の血清 中に明 らか に脾臓,胸 腺由来 リンパ細胞
を活性化す る要因が術後時間の経過 とともに出現 して くる ことを意 味す る。 したが って,肝 再
生中の ラ ッ ト血 清中には,単 に肝細胞増殖 因子のみが 出現 して肝細胞 に作用 す るだけでな く,
明 らか に リンパ細胞を活性化す る要 因が 同時に出現 し,こ れ らの因子 は ともに同次元で相互に



















臓由来 リソバ細胞は約60%のB細 胞 と40%のT細 胞とから成 り,胸 腺は大部分がT細 胞の
集団から成るとされている。B,Tい ずれの リンパ細胞がこれら機作に主 として作用 している
1のか未だ不明の点もあるが,脾 臓,胸 腺細胞 ともに,肝 部分摘除 ラット血清添加培地 内で増殖
'
または維持され,正 常 ラット血清添加培地の場合といずれも明らかに異なることから,こ れら
リンパ細胞はいずれ も何 らかの形式で関与しているもの と解 される。
豆。発癌性物質投与による肝傷害 ラ ッ ト血清の リンパ細胞活性 に及ぼす影響
これまでの実験は,あ くまで正常なラットに肝部分摘除手術を施 して採取した門脈血の血清
に関してのみ行なわれてきた。それならぽ,OAT,DABな どの発癌性物質投与による肝障
害の場合はどうであろ うか。 筆者は,ラ ットに3'一Me-DAB(以 下DABと 略す)を 常法に






培地は前回と同じRPMIl640を 基本とし,こ れにDAB投 与ラット血清を5%添 加し,正
常 ラット(週 令は前回と同じ)脾 臓由来 リンパ細胞を培養 した。 培養は5%COs95%air,
37。Cの 条件下で行なった。
今回は とくに,B細 胞の分化能力を検索する目的で,あ らかじめラットにヒツジ赤血球(S
RBC)を 注射 し,こ のSRBCに 対する抗体形成能を得させた脾臓由来リンパ細胞(B細 胞)
を培養 しプラーク形成細胞数(PFC)を 測定 した。 このPFC数 はB細 胞の分化能力と活性
度を示す数値 ともなり得 る。
実験結果ならびに考察
なお対照 として正常 ラット血清を使用し,比 較測定を行なった。
1)OAT,DABを 投与 されたラットの血清添加培地における抗SRBC抗 体形成能を有す
る正常ラット脾臓由来 リンパ細胞の増殖とPFC形 成能
これ ら発癌性物質を一定期間投与 し,解 培所見上,肝 に炎症一硬変化が生じているラットの
血清添加培地内では,抗SRBC抗 体形成能を有する正常ラットリンパ細胞は増殖せず,PFC
の形成能 も低 く,正 常ラット血清 との間にとくに大 きな相違はなかった。しかし肝部分摘除ラ
ッ ト血清添加培地内では同抗体形成能を有する正常ラットリンパ細胞の増殖と維持ならびPF









[}州 コ 対照血 清 区
対照区:正 常 ラット血清添加区
添加量:各 区とも基本培地RPMI1640に5%添 加





























2)担 癌 ラッ トの血 清添 加培地におけ る抗SRBC抗 体形成能 を有す る正常 ラ ッ ト脾 臓由来
リンパ細胞の増殖 な らびにPFC形 成能






200 400 600 800 翫皿
ofP
*:PH(肝 部分摘除手㈲
**:正 常 ラット血清 培養 日数:4日 間 数値:6Tubeに ついての平均値 と標準誤差
A:担 癌 ラ ッ ト血 清 区(投 与 期 間:170日)
B:*pH後48hrsの 血 清 区
C=対 照 区 纏
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●一一 ● 津PH48hrs後 のserum5%添 加 区
▲一_▲ 榊SIME5%添 加 区
▼」一一▼ 榊SIME5%十 対 照serum5%添 加1区
()一 一く)iii対 照serum5%添 加区
・:PH(肝 部 分摘 除 手術)添 加 壁:基 本 培地RPMI1640
t,:小 腸 上 皮粘膜 抽 出区 分 に5%添 加 「
桝:正 常 ラ ッ ト血 清
図 皿一5DAB投 与 ラ ッ トの脾 臓 細 胞 の培 養:投 与 日数
170日 ・肝 癌 組 織 形 成
この時点で採取 した血清を添加した培地内では,同 抗体形成能を有す る正常ラットリンパ細胞
は依然として反応せず,肝 部分摘除ラット血清の場合における'盛んな増殖 とPFC形 成能に比
較 して,増 殖 もPFCも かな り低い値を示 した(図 皿一3,図 五一4)。
3)担 癌ラットリンパ細胞の肝部分摘除ラット血清添加培地における培養
前記の結果に もとづき,担 癌ラット自体の 脾臓由来 リンパ細胞を 分離採取 し,肝 部分摘除
(70%)ラ ット血清添加培地で培養を行なったが,と くに増殖は認められず,正 常 ラットリン




これら一連の実験から,肝 部分摘除 と云 う外科的損傷から修復一再生途上にあるラットの血
清は,正 常ラットの肝細胞の増殖ならびに リンパ細胞の増殖 と維持 さらにPFC形 成能の高 ま
り,す なわち分化誘導にまで至る多元的な作用を有す ることが明らかにされた。
これに対し,OAT,DABに よる癌化に至る損傷を受けたラット血清は,一 時期正常ラ ッ
ト肝細胞を増殖させる時期があるが,リ ンパ細胞を増殖,分 化させる作用はない。
これらの相違は,将 来必らず修復する途上にある肝損傷 と必 らず癌化に至る過程にある損傷
とを比較する上で,大 きな示唆を与える事実と考えられる。


























形成能を得 させたラット脾臓由来 リンパ細胞を培養 した結果,予 期したように リンパ細胞のか
な りの増殖 とPFCの 増加とを認めた(図 皿一6)。これ らの結果は,肝 部分摘除ラットの門脈
血にまず肝細胞増殖因子が出現する事実と,小 腸上皮粘膜因子との関連を類推 させ る。
皿.再 生肝 ラ ット脾臓ならび胸腺由来 リンパ細胞移植 による正常 ラ,ット血清内
にお ける肝細胞増殖因子の誘導 とその作用
これ までに得 られた知見か ら,肝 再生には肝実質細胞の増殖と関連して,リ ンパ細胞が何ら
かの役割を果たしていることが示唆 される。すなわち,肝 再生中のラット血清が リンパ細胞の
活性化 と分化とを促進し,正 常ラットの血清にはその作用がないことは,肝 部分摘除から肝再
生に至 る過程で生体内に起きた機作的変動を リンパ細胞は何 らかの形で感知し,そ れに伴なっ
て出現する情報因子(物 質)を 受容 していることになる。それは何時の時点に,い かにして行
われるのであろうか。
筆者はそれを明らかにする目的で,ま ず ラットに肝部分摘除手術を施した後,直 ちにそのラ
ットか ら経時的に リンパ細胞を分離採取し,そ のwashedcellsを 別の正常ラットの脈静内に
注射 し,そ の血清内に,正 常 ラット肝細胞の生理機作に影響を与えるべき要因が生ずるか否か
を検索 した。
1)実 験動物 と飼育条件
すべて前回 と同様に,SD系,8～10週 令の雄を使用し,全 く同様な条件で飼育した。
2)ラ ット脾臓 胸腺からリンパ細胞の分離 と処理法
すべて前回 と同様な方法で行なった。
3)分 離した脾臓,胸 腺由来 リンパ細胞の正常ラット静脈内注入
前項 と同様な方法で分離,洗 浄した各臓器のリンパ細胞を再び生理食塩水に懸濁してm丑 当
り1.6×10'細 胞の濃度 とし,そ のlm旦 をラットの尾静脈内に注入した。
4)細 胞注入ラットからの採血と血清の分離
70%肝 部分摘除後,4,8,1229時 間後に分離採取 した リンパ細胞を尾静脈内にそれぞれ注




すなわち,WE基 本培地に各血清を5%の 割合で添加 し,こ れに正常ラット肝細胞を,35
mmのldish当 り3×105個 ずつplatingし て5%CO,一95%air,37℃の条件下で 培養
し,肝 細胞数の測定,細 胞内DNA含 量,細 胞タン白質量の測定などもトリパンブルー染色
12-16
リソバ細胞による肝細胞増殖因子の血清内誘導
で生細胞を判別.ヘ マ トメーターに よる算定,Schmidt・Thannhauscr法,Lowry法などの
常法に もとづいて行な った。
実験結果な らび に考察
48時 間毎の培地更新に よる8日 間 の培 養の結果,肝 部分摘除後9,8,29時 間 を経 て 脾臓か
ら リソバ細胞を採取 し,正 常 ラ ッ ト尾静 脈内に注 入 して24時 間後に採血分離 した門脈血 清を添
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ABCDEABCDE
A:正 常ラット血清添加区A:正 常ラット血清添加区
B:肝 部分摘除手術4時 間後の細胞注入ラB:肝 部分摘除手術4時 間後の細胞注入ラ
ット血清添加区 ット血清添加区
C:肝 部分摘除手術8時 間後の細胞注入ラC=肝 部分摘除手術8時 間後の細胞注入ラ
ット血清添加区 ット血清添加区
D:肝 部分摘除手術12時 間後の細胞注入ラD:肝 部分摘除手術12時 間後の細胞注入ラ
ット血清添加区 ット血清添加区
E;肝 部分摘除手術24時 間後の細胞注入ラE:肝 部分摘除手術29時 間後の細胞注入ラ
ット血清添加区 ット血清添加区
各門脈血清は細胞注入後29時 間を経て採取 各門脈血清は細胞注入後z4時 間を経て採取
WE基 本培地に各血清を5%添 加(insulinWE基 本培地に各血清を5%添 加(insulin
なし)な し)
数値:3dishの 肝細胞数の平均値 と標準誤 数値:3dishの 肝細胞数の平均値と標準誤
差 差
培養期間:8日 間 培養期間:8日 間






















B:肝 部分摘除手術9時 間後の各細胞注入ラット血清添加区 、
C二 〃8時 間後 〃・
D:〃12時 間後" ,i





図m-3肝 部分摘除ラット脾臓細胞(SC)な らびに胸腺細胞(TGC)の 血管内注
入ラット門脈血清添加培地 における正常ラッ.ト肝細胞DNA量 の変化
胸腺由来 リンパ細胞を注入し,各 時間毎に採取した門脈血清添加培地内でも正常ラット肝細
胞は増殖 し,術 後9時 間以降全般の細胞注入区の門脈血清添加培地において明らかな増加が認
め られた(図1皿 一2)。
脾臓由来 リンパ細胞注入ラットの血清を添加した培地内で,正 常ラット肝細胞は増殖 ととも
にDNAと タソ白質の増加を示した。胸腺由来リンパ細胞を 注入したラット血清添加培地内
で も同様に肝細胞におけるDNAと タン白質の増加が認められた(図 皿一3,図 一4)。これら両
区のDNAと タン白質量の増加を比較すると,脾 臓由来の リンパ細胞を 注入した ラット血清
添加培地内では,い ずれも術後4時 間の血清添加区に高い活性が認められ,8,12時 間後と継
続 し,そ の間DNAと タン白質量の明らかな 増加が認められたが,24時 間後の血清ではその
活性は対照区の値に近づ く傾向を示した。 さらに胸腺由来 リンパ細胞注入ラット血清添加区で
は,術 後8時 間の血清に活性が認められ,こ の活性は均,29時 間後の血清にも存在した。
これ らの結果は,肝 部分摘除手術に よって生 じた肝損傷に由来する生体内生成物質が脾臓な






























B:肝 部分摘除手術4時 間後の各細胞注入ラット血清添加区 .
C: 、 〃_8時 間後 〃
D:〃'・12時 間後"





'図 皿一4肝 部分摘除ラット脾臓細胞(SC)な らびに胸腺細胞(TGC)の 血管内注
入ラット門脈血清添加培地における正常 ラット肝細胞タン白質量の変化'.,,
に関するシグナル と認識し,自 己の肝臓は損傷を受けていないにもかかわ らず,再 生肝時にお
けると同様に肝細胞増殖因子を血清内に誘導出現 させたものと解される。しかし,脾 臓細胞の
60%はB細 胞であり,-胸腺細胞の99%はT細 胞か ら成る。 したがって,脾 臓細胞のように
B,T混 合のみならず大部分がT細 胞みみから成る胸腺細胞を 注入したラット血清内におい
ても肝細胞増殖因子の出現する事実か ら,シ グナル伝達は主としてT細 胞の作用にもとつ く
ものと推定される。これ らの結果 と前述 した肝部分摘除ラット血清内において も肝細胞増殖内
子の出現する事実から,シ グナル伝達は主 としてT細 胞の作用にもとつ くもの と推定される。
これらの結果と前述した肝部分摘除ラット血清が リンパ細胞を増殖させる事実から,肝 再生機
作には リンパ細胞の関与が強 く示唆 された。
N.再 生肝 ラ ッ トの血 清 内 にお ける胸 腺 由来 リンパ細 胞に よ る肝損 傷 シゲ ナル
の 受 容 と伝 達 に よる肝 細胞増 殖 因子 の誘 導 一 ・.・ 一
前回の実験から,肝 部分摘除ラットの体内に生じた肝損傷にもとつ く情報因子(シ グナル)
を,リ ンパ細胞が受容し,し かもこみ受容 された情報因子ぽそのままリンパ細胞 とともに第3























とが明 らか に された。それな らぽ,こ の情報 因子 とリンパ細胞 との結合一 リンパ細胞に よる受
容 は,ラ ッ トの生体内のみでな く体外 の試験管 内で も起 こ り得 る ことであろ うか。筆者は この
点 を明 らか にす る 目的で次 の方法 に もとづいて実験 を行 なった。
1)肝 部分摘 除 ラッ ト血清 内におけ る胸腺 リンパ細胞 に よる肝損傷 シ グナルの受容 と伝達
これ まで と全 く同様 な方法 で分離採 取 した正常 ラ ッ ト胸腺 リンパ細胞に肝損傷 シグナルを受
容 させ るために,肝 部分摘除手術 後24時 間を経て採 取 した門脈血清 中に滅菌 ガ ラス容器 内で こ
の リンパ細胞を懸濁 し,5%CO2-95%air,37℃の条件 下で1～4時 間incubateし,終 了
後等張緩 衝液(表IV-1)で 遠心処理 を反復 して 血清 を除 き,リ ンパ細胞のwashedccllを 集
め シグ ナル受容 リンパ細胞 とした。
2)肝 損 傷 シグナル受容 リンパ細胞 の正 常 ラッ ト血液 内への移植
前記 の方法で肝損傷 シグナルを受 容 ・認識 させた正常 ラ ッ ト胸腺 リンパ細胞 のwashedcell
を,生 理 食塩水(0.8%)にm旦 当 り細胞数2×10'個 の割合 で懸濁 させ,そ のlm旦 を正常
ラ ッ トの尾 静脈 内に注入 した 。なお対照 として,偽 手術 ラ ッ トの血清で 同様 に処理 した正常 ラ
ッ ト胸 腺 リンパ細胞 の同数 を正常 ラ ット尾静脈 内に注入 した。 、
3)シ グナル受容 リンパ細 胞移植 ラ ッ トか ら血液 の採取 と血清 の分離
前項 に述べ た りンパ細胞移植(注 入)実 験におけ る結果に鑑み,肝 損傷 ラッ ト血清 で処理 し
た胸腺 リンパ細胞 の正常 ラッ ト尾 静脈内注入後9時 間を経た時点で門脈血 を採取 し,そ の血 清
を分離 した。
4)胸 腺 リンパ細胞移植 ラッ トの門脈血清に よる正常 ラ ッ ト肝実質細胞 の培養
WE培 地 に前記の門脈血 清を5%の 割合で添加 した培養液(insulin無 添 加)に,分 離採取
した正 常 ラ ッ ト肝 実質細胞 を35mm(Falcon)のdish当り3×104個 ずつplatingし,5%
CO2-95%air,37℃の条件 下で培養 した。対照 として,偽 手術 ラ ッ ト血清で処理 した正常 ラ
ッ トリンパ細胞 を尾静脈 内に注入 した ラ ッ トの血清について も,同 様 に培養 を試 みた。
実験 結果 ならび に考察
ll日 間の培養 の結果,肝 部 分摘 除 ラ ッ ト血清で4時 間処理 した胸腺 リンパ細胞 移植 ラッ トの
門脈血 清を添加 した培地 内で,移 植後4時 間を経た血清添加 区における正常 ラッ ト肝細胞は活
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Cont.E-1E-2
Cont:正 常 ラット(偽 手術)血 清と9時 間incubate後 の胸
・ 腺 リンパ細胞移植(注 入)*ラ ットの血清添加培地
E-1:肝 部分摘除ラット血清 と1時 間incubatc後 の胸腺 リ
ンパ細胞移植ラットの血清添加培地
E-2:肝 部分摘除ラット血清と9時 間incubate後 の胸腺 リ
ンパ細胞移植 ラットの血清添加培地
*:尾 静脈注入
WE基 本培地に血清を5%添 加(insulinな し)各 区とも
リンパ細胞注入後4時 間を経て血清採取
図N-1肝 部分摘除ラット門脈血清で処理 した胸腺 リンパ細胞移植ラッ
トの血清添加培地における正常 ラット肝細胞タン白質量の変化












(コ ロ ニ ー 形 成)
25。3±5.7
*:門 脈血清 数値:3dishの 肝細胞数の平均値と標準誤差を示す(×103)
培養期間:is日
とが認められた(図y-1)。 その後培養7日 以降においても小 コロニーの形成がdishの 各所
に認められ,そ の後は次第に終息したが,培 養11日 目の時点においてもこれら小コロニーとと
もに多数の肝細胞の維持が認められた(表N-2)。
対照である偽手術ラット血清に正常ラットリンパ細胞を接触 させて移植 したラットの門脈血
清添加培地内では,肝 細胞は増殖せず,コ ロニーの形成 もなく,日 数の経過とともに減少した。
なお全実験を通 じて,肝 部分摘除ならびに偽手術ラットの血清 と接触 させた胸腺 リンパ細胞
は,ラ ット尾静脈に注入前に顕微鏡によって観察したが,そ の形態に異状は認められず,細 胞
の変形 も崩壊 もほとんどなく正常なリンパ細胞の形態を示 した。 また培養の全期間を 通じて





ル)は ラット生体内のみでな く,体 外におけるinvitro法 にもとつ く接触によっても,胸 腺
由来 リンパ細胞の受容器(receptor)に 受容 され,washingの ような物理的処理によっても離






なわち血管パラビオーゼ2ラ ッ トの中で,一 方に肝部分摘除手術が行なわれると・やがて他方
の損傷なき健全な肝臓組織の細胞にDNAの 増加 と多数の有糸分裂・(mitosis)が 出現するの
は,一 方に出現した体液内肝細胞増殖因子が,血 管パラビオーゼにお け る 体液相互のcross






知 られていなかった。したがって,Bucherの 結果はあくまで も一方から他方へかけての増殖
因子の分与であり,「 おすそわけ」にもとつ くもの と結論づけ られたのは当然であった。西独
の生化学の鬼才とされているA.Butcnandtで さえも,当 時に溶ける彼らの実験,す なわち
肝部分摘除ラ ットの血清を正常ラッ、トに注射(腹 腔 内)す ると,そ のラットの肝細胞に有糸分
裂が生ずるのは,矢 張 り 「おすそわけ」であるときめつけたのも当然である。
しかし,今 日まで筆者の行なって きた肝実質細胞の初代培養実験によつで得られた経験から




れ,肝 損傷に関する情報因子なるものを リンパ細胞が受容して,自 己の増殖因子誘導出現の機
作に作動していることが知 られた。
そしてこの肝損傷情報因子を受容 した リンパ細胞は,他 の正常ラットに移植の形で転送 され
ると,直 ちにそのラット体内で,肝 に損傷がないにもかかわらず肝細胞増殖因子の出現 と作動





つ くとされてきた結果は,恐 らく 「おすそわけ」よりも 「自己生産」に主因する現象と考える
方が妥当であろう。
それな らぽ,修 復に至る肝損傷には,必 らず肝細胞増殖因子の作動 とともに リンパ細胞もこ
れ と並行して動 きを示 し,明 らかに肝修復に関与していることが示唆 されたが,癌 化に至る肝
傷害には,あ る時期にのみ肝細胞増殖因子の出現が示 されるが,何 故 リンパ細胞の関与が著る
しく低いのであろうか。
これらの事実は,生 体内組織に生 じた損傷が,修 復かそれとも癌化か,何 れの道を辿 りっっ
あるのか,そ れらを判定すべき素材 として興味ある結果と云えよう。
それならぽ,肝 損傷情報因子(シ グナル)と は何であろ うか。筆者はそれを物質として捕捉
す ることに成功し,現 在その本体の解析を行なっている。
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